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Atualmente sabe-se que uma das principais funções dos flavonóides é seu 
potencial antioxidante, já evidenciado nos mais diversos sistemas, e por isso 
têm-se aumentado muito o interesse nos estudos com objetivo de esclarecer 
os mecanismos pelos quais esses compostos apresentam essa característica. 
Apesar do DNA apresentar uma estabilidade química considerável, a estrutura 
de suas bases nitrogenadas pode ser alterada pela ação de espécies reativas 
de oxigênio (ROS), formadas pela transferência de elétron ou energia ao 
oxigênio molecular. A principal modificação estudada, caracterizada e 
monitorada é a 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua), formada pela oxidação 
da guanina (Gua). Essa lesão é considerada um dos biomarcadores de 
estresse oxidativo por ser formada por diversas espécies reativas, dentre as 
quais, o oxigênio molecular singlete (1O2). Este composto pode ser formado 
em sistemas biológicos de diversas maneiras, como na fotossensibilização, na 
lipoperoxidação e na fagocitose. No DNA, a reação do 1O2 com a Gua leva à 
formação de 8-oxoGua e em nucleosídeo livre, diversos produtos se formam 
em função do pH e solvente. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo 
testar o efeito de alguns flavonóides (flavona, apigenina, quercetina, catequina 
e morina) frente ao dano específico pelo 1O2 na Gua em nucleosídeo livre ou 
no DNA. Os resultados foram analisados por HPLC para a quantificação dos 
produtos formados 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) e 
diasterisômeros da espiroiminodihidantoína (dSp) quando a dGuo livre era 
oxidada pelo 1O2 formado na decomposição térmica do endoperóxido NDPO2. 
E na verificação da formação da forma circular aberta (CA) do plasmídeo 
pBluescript SK por gel de eletroforese após oxidação deste pelo 1O2 formado 
na decomposição térmica do endoperóxido DHPNO2
 e tratamento com a 
enzima de reparo formamidopirimidina glicosilase (FPG). Nesse estudo, 
verificamos que a flavona apresenta um perfil antioxidante, pois reduz a 
formação da 8-oxodGuo e dSp em cerca de 23 e 30%, respectivamente, sendo 
esse efeito mais significativo nas maiores doses (100 e 200 µmol/L). Nessas 
mesmas doses houve diminuição na formação da forma CA do plasmídeo 
(20%), indicando o seu potencial antioxidante também nesse sistema. 
Apigenina (100 µmol/L), quercetina (50 µmol/L) e catequina (100 µmol/L) 
aumentaram a formação da 8-oxodGuo em 250, 160 e 85%, respectivamente, 
mas ao mesmo tempo diminuíram a formação da dSp em 50, 35 e 35%, 
respectivamente. Catequina (100 µmol/L) e quercetina (50 µmol/L) também 
aumentaram a forma CA do plasmídeo pBluescript SK quando este era 
oxidado por 1O2 em cerca de 28 e 15%, respectivamente. A morina parece 
interferir no mecanismo da reação de oxidação da dGuo, pois dependendo da 
sua concentração ocorre o favorecimento da formação de 8-oxodGuo ou dSp. 
Considerando que a 8-oxodGuo formada no “pool” de nucleotídeos celulares 
pode ser substrato para a DNA polimerase, os resultados encontrados na 
presença de apigenina, catequina e quercetina para oxidação da dGuo livre 
somados aos efeitos diretos ao DNA são essenciais para sugerir que esses 
flavonóides apresentam uma atividade potencialmente genotóxica, que poderia 
promover mutagênese e carcinogênese. Por sua vez, dentre os flavonóides 
estudados, a flavona é a que apresentou o melhor potencial protetor nesse 
sistema. 




One of the main characteristics of flavonoids is their potential antioxidant, as 
evidenced in diverse systems, and therefore it have been increased much of 
interest in this topic in order to clarify the mechanisms by which these 
compounds exhibit this behavior. Despite of the considerable chemical stability 
of DNA, the structure of its bases can be changed by the action of reactive 
oxygen species (ROS) which can be formed by the transfer of electrons or 
energy to molecular oxygen. The main modification studied, characterized, and 
monitored is 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua), formed by the oxidation of 
guanine (Gua). This injury is considered one of the biomarkers of oxidative 
stress, since it may be generated by various reactive species, among which 
singlet molecular oxygen (1O2). This species may be formed in biological 
systems in many ways, as in photosensitization, lipid peroxidation and 
phagocytosis. In DNA, the reaction of 1O2 with guanine leads to the formation of 
8-oxoGua and in nucleoside, several products are formed depending of pH and 
solvent. Thus, this study aimed to test the effect of some flavonoids (flavone, 
apigenin, quercetin, catechin and morin) on the damage by 1O2 in the Gua 
nucleoside (dGuo) or DNA. The results were analyzed by HPLC for 
quantification of the products formed (8-oxodGuo and dSp) when dGuo was 
oxidized by 1O2 formed by thermal decomposition of NDPO2 endoperoxide. As 
well, by gel electrophoresis for the evaluation of open circular (OC) form 
generation in pBluescript SK plasmid treated with 1O2 formed by thermal 
decomposition of DHPNO2 endoperoxide and with the repair enzyme 
formamidopyrimidine glycosylase (FPG). In this study, we found that flavone 
presents a antioxidant profile, since it reduces the formation of 8-oxodGuo and 
dSp about 23 and 30%, respectively, on higher doses (100 and 200 µmol/L). In 
those same doses, the formation of OC form was decreased in 20%, indicating 
its antioxidant behavior also in this system. Apigenin (100 µmol/L), quercetin 
(50 µmol/L) and catechin (100 µmol/L) increased the formation of 8-oxodGuo in 
250, 160 and 85%, respectively, but decreased the formation of dSp in 50, 35 
and 35%, respectively. Catechin (100 µmol/L) and quercetin (50 µmol/L) also 
increased the OC form of pBluescript SK plasmid when it was oxidized by 1O2 
around 28 and 15%, respectively. Morin seems to interfere with the mechanism 
of the reaction of dGuo oxidation, because the formation of 8-oxodGuo or dSp 
changed depending on its concentration. Considering that 8-oxodGuo formed in 
the pool of nucleosides can be a substrate for DNA polymerase, the results 
found in the presence of apigenin, catechin and quercetin for the oxidation of 
dGuo, besides the direct effects on the DNA, are essential to suggest that 
these flavonoids have a genotoxic activity which could lead to mutagenesis and 
carcinogenesis. Among the flavonoids studied, flavone is the one which 
presented the best protection for this system. 
 
Keywords: antioxidant, damage to DNA, flavonoids, singlet oxygen  
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As espécies reativas de oxigênio (ROS) podem ser formadas pela 
transferência de elétron ou energia ao oxigênio molecular, gerando radicais e 
oxigênio molecular singlete (1O2), respectivamente. Em sistemas biológicos, o 
1O2 pode ser formado de diversas maneiras, como na fotossensibilização, na 
lipoperoxidação, na fagocitose e pela radiação UVA (320-400 nm) (RYTER e 
TYRRELL, 1998). Seus efeitos em sistemas biológicos têm sido estudados a 
fim de compreender seu papel em processos fisiológicos e patológicos. O 1O2 
é capaz de oxidar biomoléculas com alta densidade eletrônica como: proteínas 
celulares, ácidos graxos poliinsaturados e ácidos nucléicos (RAVANAT et al., 
2001), contribuindo para os processos de envelhecimento celular, mutagênese 
e carcinogênese e doenças coronárias (SCHULZ et al., 1994). 
O DNA é uma molécula essencial no metabolismo celular, sua 
integridade é mantida por sistemas de defesa e reparo. A estrutura de suas 
bases nitrogenadas pode ser alterada pela ação de compostos endógenos e 
exógenos, assim como pela radiação e ROS. Entre os componentes dos 
ácidos nucleicos, a guanina (Gua) é o principal alvo do 1O2 por apresentar a 
maior constante de reatividade com essa espécie reativa quando comparada 
às outras bases (PRAT et al., 1997).  
A 8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) é um produto de 
oxidação da 2’-desoxiguanosina (dGuo) formada por diversas ROS, entre elas 
o 1O2, além de ser o único produto formado em DNA dupla fita por essa 
espécie reativa. É uma lesão mutagênica e importante biomarcador para 
estudos com doenças correlacionadas ao estresse oxidativo (HALLIWELL e 
GUTTERIDGE, 2007). O mecanismo de formação desse produto tem sido 
intensivamente estudado e informações consolidadas na literatura contribuem 
para um melhor entendimento quando se avalia sua formação sob condições 
específicas de tratamento. 
Nos últimos anos vem crescendo o interesse em descobrir novos 
compostos capazes de inibir ou minimizar danos ao DNA. Um grupo muito 
estudado são os flavonóides, que são compostos fenólicos encontrados em 
plantas, presentes na dieta humana e com algumas propriedades já relatadas 
como: antioxidante, antinflamatória, anticarcinogênica e antimicrobiano; 
(KAISEROVÁ et al., 2007; HAVSTEEN, 2002; DUTHIE, 2000; MIDDLETON et 
 16
al., 2000; Di CARLO, 1999). Contudo, o mecanismo de ação destes compostos 
ainda não é bem esclarecido. 
Estudos cinéticos da supressão do 1O2 executados para vários 
flavonóides: flavona, flavonol, apigenina, rutina, quercetina e miricetina (NAGAI 
et al., 2005); catequina, epicatequina, epigalocatequina e epigalocatequina 
galato (MUKAI et al., 2005) mostraram que esses compostos apresentam 
constante de reatividade com o 1O2, da ordem de 10
6 a 108 M-1.s-1, indicando 
que podem atuar como bons supressores de 1O2. 
Esse estudo busca contribuir no entendimento do papel desses 
flavonóides na possível proteção de componentes biológicos, como o DNA, da 
ação de espécies reativas como o 1O2, utilizando para essa finalidade a reação 
de oxidação da dGuo pelo 1O2 cujo mecanismo e produtos formados são 
conhecidos (MARTINEZ et al., 2007). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Espécies reativas de oxigênio 
 O oxigênio está presente constantemente nas células e uma pequena 
parte pode gerar ROS. Essas espécies não são necessariamente radicais e 
podem ser formadas através de reações de transferência de energia ou de 
elétrons para o oxigênio molecular no estado fundamental.  
 A geração de ROS por transferência de elétrons pode conduzir a 
formação do ânion radical superóxido (O2
•-) pela adição de um elétron e do 
peróxido de hidrogênio (H2O2) pela adição de mais um elétron ao O2
•-. Essas 
espécies são consideradas moderadamente reativas, mas a sua interação com 
outros componentes presentes no meio celular, como íons Fe2+, pode levar à 
formação de produtos muito mais reativos como o radical hidroxila (HO•). 
Estima-se que cerca de 1-2% do oxigênio consumido pela cadeia respiratória 
da mitocôndria sofre redução por um elétron pela NADH desidrogenase ou 
pela coenzima Q gerando O2
•- (KOWALTOWSKI e VERCESI, 1999) 
 A geração de ROS por transferência de energia leva à formação do 1O2. 
Esta espécie é um forte oxidante frente a compostos que possuem alta 
densidade eletrônica.  
 Além da respiração celular, fontes ambientais como a poluição e 
radiação contribuem para a formação de ROS e outras espécies, como os 
compostos carbonílicos eletronicamente excitados ao estado triplete, que 
também podem participar de processos que geram danos a biomoléculas 
(CILENTO e ADAM, 1982). 
 
2.1.2 Oxigênio Singlete  
 O oxigênio molecular é encontrado naturalmente na sua forma triplete 
(3Σg
-), contendo dois elétrons desemparelhados em dois orbitais π* 
degenerados (orbitais de mesma energia) no seu estado ocupado de mais alta 
energia, simbolizado por 3O2. O 
1O2 (
1
∆g) é o mais baixo estado excitado do 
oxigênio molecular (FIGURA 1), pois ele apresenta menor energia em relação 
ao outro estado excitado (1Σg
+) e por isso tem um tempo de meia vida (τ) 
maior, chegando a 10-6 s em água. Além disso, o estudo de seu papel em 
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meios biológicos tem ganhado destaque, pois gera danos oxidativos em uma 
variedade de biomoléculas, pois reage como um eletrófilo por apresentar um 













FIGURA 1 – NÍVEIS DE ENERGIA DO OXIGÊNIO NO ESTADO FUNDAMENTAL E 
EXCITADO 
FONTE: DI MASCIO et al., 1995. 
NOTA: τ é o tempo de meia vida em água; 
 
O 1O2 tem um tempo de meia vida muito maior na maioria dos solventes 
orgânicos do que em água. Em particular, solventes que têm ligações C-H e O-
H favorecem sua desativação para o estado fundamental. Quando os átomos 
de hidrogênio são substituídos por átomos de deutério, o tempo de vida do 1O2 
é significantemente aumentado (MOROE, 1985). Esse efeito foi observado 
pela primeira vez por Kearns (KAJIWARA e KEARNS, 1973) e pode ser usado 
para evidenciar a participação do 1O2 em sistemas em que supostamente 
estaria presente. 
 O 1O2 pode ser formado a partir de uma reação de fotossensibilização 
do tipo II, envolvendo transferência de energia para o estado triplete (FOOTE, 
1991). Também pode ser gerado por outros processos químicos que incluem 
reações de peróxido de hidrogênio com hipoclorito (HELD et al., 1978) ou 
ONOO- (DI MASCIO et al., 1994), ou ainda termodecomposição de dioxetanos 
e endoperóxidos (BRIVIBA et al., 1996; PIERLOT et al., 2000). 

















 Entre os endoperóxidos hidrofílicos utilizados para geração limpa do 1O2 
estão aqueles formados a partir do 3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanoato (NDP) e 
da N,N'-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-naftilideno)dipropanamida (DHPN). 
Ambos quando colocados em temperatura de 37oC liberam o 1O2 com 
rendimento de cerca de 50% e depois de aproximadamente 2 h, a termólise é 
completa (PIERLOT et al., 2000). 
O 1O2 pode interagir com outras moléculas de duas maneiras: através 
de reações químicas ou transferindo sua energia de excitação para estas 
moléculas e retornando ao estado fundamental. O primeiro processo é 
conhecido como supressão química e o último como supressão física do 1O2. 
Muitas vezes a determinação desses dois processos é feita em conjunto e os 
valores são expressos como constantes de desativação total do 1O2 (kt). 
Algumas reações químicas do 1O2 podem ser destacadas: adição a 
dienos conjugados (cicloadição do tipo Diels-Alder, 2+4); adição 1,3 a uma 
dupla ligação, formando hidroperóxidos e, com alcenos substituídos por grupos 
contendo átomos de nitrogênio ou enxofre, formando 1,2-dioxetanos.  
 Entre todas as biomoléculas susceptíveis a danos pela ação do 1O2, o 
DNA tem particular importância devido ao seu papel fundamental no 
metabolismo celular e hereditariedade. Evidências têm sido acumuladas a 
respeito dos seus efeitos genotóxicos e carcinogênicos (FLOYD, 1990; 
HELBOCK et al., 1999). 
 
2.2 Danos ao DNA por espécies reativas de oxigênio 
Dentre as bases constituintes dos ácidos nucleicos, a Gua por 
apresentar o mais baixo potencial de redução, é o principal alvo de agentes 
oxidantes de um elétron (CADET et al., 2003). Sabe-se que o principal produto 
de oxidação da Gua, segundo os mais diversos mecanismos é a 8-oxo-7,8-
dihidroguanina (8-oxoGua) (CADET et al., 2003). Por esse motivo, essa lesão 
tem sido extensamente utilizada como um indicador dos danos oxidativos ao 
DNA e como um biomarcador do estresse oxidativo (KASAI, 1997; HELBOCK 
et al., 1999; MALAYAPPAN et al., 2007). 
 A ordem de reatividade das bases frente ao 1O2 é guanina >> citosina > 
adenina > uracila > timina. Isso pôde ser evidenciado comparando-se os 
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valores da constante total de desativação do 1O2 (kt) pelos componentes dos 
ácidos nucléicos (PRAT et al., 1997).  
A reação do 1O2 com nucleosídeos livres de Gua ou quando inseridos 
em pequenos oligonucleotídeos simples fita foi bastante estudado durante as 
últimas décadas (CADET et al., 2003). A Gua, em nucleosídeos e 
nucleotídeos, é altamente susceptível à reação com 1O2 gerado por 
fotossensibilização do tipo II e uma série de produtos diferentes são formados 
(RAVANAT et al., 2004; ADAM et al., 2002).  
 Estudos de fotossensibilização em solução aquosa da dGuo mostraram 
a formação de dois produtos principais: os diastereoisômeros da 
espiroiminodihidantoína (dSp) e em quantidade bem menor, a 8-oxo-7,8-
dihidro-2’-desoxiguanosina (8-oxodGuo) (FIGURA 2). O mecanismo mais 
provável dessa reação envolveria a formação de um endoperóxido via 
cicloadição [4+2] tipo Diels-Alder do 1O2 no anel purínico e num passo 
subseqüente ocorreria a clivagem e formação dos produtos mencionados 
anteriormente (RAVANAT e CADET, 1995; NILES et al., 2001). 
 A confirmação estrutural da dSp (NILES et al., 2001) foi conseguida pela 
comparação das características de espectros de ressonância magnética 
nuclear (RMN) com aqueles das amostras originais de dSp obtidas pela 
oxidação do tipo um-elétron da 8-oxoGua (LUO et al., 2000) e pela 
determinação das conectividades do carbono pela técnica SELINQUATE (do 
inglês SELective INadeQUATE), que permitiu a verificação definitiva da 
estrutura através de características de acoplamento padrão dos grupos 
vizinhos do anel espirocíclico (ADAM et al., 2002). O mecanismo de formação 
dos dois diastereoisômeros da Sp foram inferidas com estudos usando 18O 
(MARTINEZ et al., 2007; YE et al., 2003) e experimentos de RMN de 13C a 
baixa temperatura (McCALLUM et al., 2004). 
Foi mostrado que a 8-oxodGuo é altamente reativa frente ao1O2 (SHEU 
E FOOTE, 1995a). A oxidação da 8-oxodGuo em dSp por 1O2 formada no 
sistema a partir da oxidação da dGuo por 1O2 foi confirmada pela utilização de 
um endoperóxido isotopicamente marcado com oxigênio-18 e análises por 






































































































FIGURA 2 – MECANISMO DA OXIDAÇÃO DA dGUO PELO 1O2 EM MEIO AQUOSO 
FONTE: MARTINEZ et al., 2007. 
NOTA: dGuo (2’-desoxiguanosina); 8-oxodGuo (8-oxo-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosina); dSp (diastereisômeros da espiroiminodihidantoína); A indica a via 
de formação da dSp que utiliza apenas uma molécula de 1O2 na oxidação da dGuo e 
B indica a via de formação da dSp que utiliza uma molécula de 1O2 para formação de 
8-oxodGuo e uma segunda molécula de 1O2 na oxidação da 8-oxodGuo. 
 
A reação da 8-oxodGuo com 1O2 gerado por termólise de endoperóxido 
em solução aquosa forma como produtos principais, além dos 
diastereoisômeros da dSp, a 2,2-diamino-4-[-(2-desoxi-β-D-eritro-
pentafuranosil)amina]-5-(2H)-oxazolona (dOz), sua precursora, a 2-amino-5-[(2-
desoxi-β-D-eritro-pentafuranosil)-amino]-4H-imidazol-4-ona (dIz) e 
guanidinohidantoína oxidada (dGhox) (FIGURA 3) (MARTINEZ et al., 2002). 
Estudos sobre a subseqüente oxidação da 8-oxodGuo por 1O2 em 
oligonucleotídeos mostraram que, ao contrário do que é observado para a 8-
oxodGuo em solução, não há formação de dSp, nem ácido cianúrico. Nesse 
caso, o ácido oxalúrico (Oxa) é o principal produto formado (DUARTE et al., 
2000). 
A reação do 1O2 com o anel heterocíclico da guanina resulta numa 
diversidade de produtos e possíveis mecanismos dependendo das condições 
de reação e contexto estrutural (YE et al., 2003). Como é mostrado na FIGURA 
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3, a fotossensibilização a baixa temperatura usando um derivado da guanosina 
solúvel em solventes orgânicos, a 2’-3’-5’-O-(terc-butildimetilsilil)guanosina, foi 
identificado um produto majoritário final que apresenta o anel imidazol aberto e 
pequena quantidade de 8-oxodGuo (SHEU et al., 2002), além disso foram 
detectados dois intermediários transientes por RMN de 13C e assinalados 
como estruturas do ácido carbâmico (KANG e FOOTE, 2002). Na oxidação 
mediada por 1O2 do derivado sililado da 8-oxodGuo em solvente orgânico 




































































































FIGURA 3 – PRODUTOS DE OXIDAÇÃO DA GUANINA E DA 8-OXOGUANINA QUE 
PODEM SER FORMADOS EM MEIO AQUOSO OU ORGÂNICO 
FONTE: Adaptado de KANG e FOOTE 2002 e MARTINEZ et al., 2002. 
 
 Por sua vez, a principal lesão formada no DNA pela ação de ROS, 
incluindo o 1O2, é a 8-oxodGuo (CADET et al., 2003). Essa lesão tem um alto 
potencial mutagênico, uma vez que é capaz de parear com adenina levando a 
uma transversão G para T (BOITEUX et al., 1990; KROKAN et al., 1997) 

















FIGURA 4 – CONSEQUÊNCIA DO DANO EM DNA PELA OXIDAÇÃO DA dGUO 
PELO 1O2  
FONTE: Esquema adaptado de LOFT AND MØLLER, 2006 
NOTA: Gox é a representação da 8-oxodGuo. 
 
Essa lesão é alvo de enzimas de reparo como a formamidopirimidina 
glicosilase de Escherichia coli (enzima FPG), que retira principalmente bases 
oxidadas do DNA (MICHAELS et al., 1992). A FPG apresenta atividade de N-
glicosilase e de liase do sítio AP, ou seja, hidrolisa a ligação N-glicosídica entre 
a base danificada e a desoxirribose (TCHOU e GROLLMAN, 1995) e cliva o 
DNA no sítio abásico resultante por uma β-δ eliminação (BHAGWAT e GERLT, 
1996), criando uma única abertura do nucleotídeo que posteriormente é 
preenchida in vivo pela DNA polimerase β. A clivagem pela FPG gera in vitro 
os fragmentos 5' e 3' fosforilados. Embora a 8-oxodGuo seja considerada o 
alvo fisiológico preferencial para a FPG (TCHOU et al., 1991; BOITEUX et al., 
1992), a enzima atua também sobre outros substratos, incluindo as purinas 
com anel imidazol aberto: 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina 
(FapyGua), 4,6-diamino-5-formamidopirimidina (FapyAde) (LAVAL, 1996; 




























e 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timina glicol) (HATAHET et al., 1994), e sítios 
abásicos (BOITEUX et al., 1990; BHAGWAT e GERLT, 1996). As estruturas 



































5-hidroxicitosina 5-hidroxiuracila timina glicol  
FIGURA 5 – EXEMPLOS DE BASES DANIFICADAS PRESENTES NO DNA 
 
2.3 Flavonóides 
Os flavonóides são compostos fenólicos de baixo peso molecular, 
derivados de benzo-γ-pironas e são subdivididos em várias classes (HEIM et 
al., 2002). Estão distribuídos na natureza em plantas angiospermas e 
gimnospermas, e atualmente são conhecidas cerca de 9000 estruturas destes 
compostos (MARTENS E MITHÖFER, 2005). Muitas vezes excedem a 
concentração de 1 mM nessas plantas (HERTOG, 1992).  
Estima-se que os flavonóides ingeridos em nossa dieta diária variam de 
23-1000 mg/dia aproximadamente (HAVSTEEN, 2002; KUHNAU, 1976). Eles 
são encontrados principalmente em frutas, verduras e em bebidas como vinho 
e chá (BRAVO, 1998).  
A metabolização desses compostos no organismo é complexa e ocorre 
no intestino e fígado e os metabólitos formados são excretados pela urina e 
fezes. Exemplos como a epicatequina e quercetina são conhecidas por serem 
metiladas, glicosiladas e sulfatas durante o transporte pelo epitélio intestinal e 




São conhecidas 10 classes de flavonóides de acordo com seus 
substituintes, sendo que em cada subgrupo as propriedades químicas e 
biológicas destes podem diferir consideravelmente. A estrutura da maioria dos 
flavonóides consiste de dois anéis benzênicos (A e B), os quais estão 
conectados por um terceiro anel pirano contendo oxigênio (C). Na FIGURA 6 é 








FIGURA 6 – ESTRUTURA GENÉRICA DE UM FLAVONÓIDE COM ANEL C. 
 
Na FIGURA 7, mostramos que quando o anel de seis membros (C) com 
uma carbonila na posição 4, está condensado com o anel benzênico (A) temos 
uma γ-pirona, presente nos flavonóis e flavononas, ou um hidroderivado, sem a 
carbonila, presente nos flavanóis e flavanonas. A posição do anel (B) divide os 
flavonóides em dois grupos: flavonóides, quando este está ligado na posição 2 
e isoflavonóides, quando ligado na posição 3 (HAVSTEEN, 1983). 
Os flavonóides com um grupo hidroxila ligado na posição C-3 do anel C 
são classificados como 3-hidroxiflavonóides, e são exemplos os flavonols, 
antocianidinas, leucoantocianidinas e catequinas. Já aqueles que não 
apresentam hidroxila na posição C-3 do anel C são classificados em 3-
desoxiflavonóides e dividem-se em flavanonas e flavonas (KUHNAU, 1976). 
Nessas duas classificações os compostos são diferenciados por grupos 
hidroxila e metoxi que estão ligados em posições diferentes na molécula. 
Ainda, os flavonóides podem ser encontrados sem grupamentos açúcar 










































FIGURA 7 – ESTRUTURA GENÉRICA DE ALGUMAS CLASSES DOS 
FLAVONÓIDES 
 
Na TABELA 1 estão citados alguns exemplos de flavonóides, a classe a 









TABELA 1 – EXEMPLOS DE ALGUNS FLAVONÓIDES E SUAS FONTES  
CLASSES EXEMPLOS FONTES 
Antocianinas cianidina, delfinidina, 
peonidina 
Ocorre predominantemente em frutas e 
flores.  
Flavanol 




São encontrados em frutas e chás (verde 
e preto). São responsáveis pelo sabor 
adstringente de algumas bebidas, frutas, 
chás, sucos e vinhos. 
Flavanonas esperidina, naringina, 
neoespiridina 
São encontradas quase que 
exclusivamente em frutas cítricas.  





São encontradas principalmente em 
ervas, mas também em cereais, frutas, 
vegetais e flores. As mais comuns são 




São predominantes em frutas e vegetais 
sendo o mais abundante a quercetina. 
Isoflavonóides daidzeina, genisteina São achados quase que exclusivamente 
em legumes. 
FONTE: Modificado de PETERSON e DWYER (1998). 
2.3.2 Atividade biológica 
Os flavonóides têm sido investigados por apresentarem importantes 
efeitos biológicos. Dentre os quais: antioxidante, antiinflamatório, 
anticarcinogênico, antimicrobiano e anti-hepatotóxico (HAVSTEEN, 2002, 
KAISEROVÁ et al., 2007; DUTHIE, 2000; MIDDLETON et al., 2000; Di CARLO, 
1999). 
Alguns flavonóides da dieta têm sido considerados agentes 
anticancerígenos (ELANGOVAN et al., 1994, HERTOG et al., 1992, e 
KANDASWAMI et al., 1991), como quercetina, flavona, apigenina e catequina 
(HIRANO et al., 1994). Os flavonóides exercem seus efeitos anticancerígenos 
através de diversos mecanismos ainda não totalmente elucidados (MANTHEY 
et al., 2002). Entre as possibilidades, está a atividade pró-oxidante, um 
exemplo é a quercetina, que em altas concentrações e na presença de Fe3+, 
aumenta a formação de H2O2 (LAUGHTON, 1989). Esta atividade contribui 
para citotoxidade e danos à integridade celular, podendo também induzir a 
morte celular por apoptose (BESTWICK, 2005). 
Há também relatos de flavonóides inibindo as atividades de uma 
variedade de enzimas. Utilizando leucócitos peritoniais de fêmeas de ratos 
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Wistar, foi avaliada a capacidade de inibição da 5-lipoxigenase e da 
ciclooxigenase por uma série de flavonóides, sendo que a quercetina 
apresentou uma inibição de 50% nas concentrações de 3,5 e 16 µmol/L, 
respectivamente (HOULT et al., 1994). Outro trabalho avaliou a capacidade 
inibitória de flavonas sobre a xantina oxidase, foi mostrado que as 7-hidroxi-
flavonas são inibidores competitivos potentes (COTELLE et al., 1996), alguns 
flavonóides também inibem a atividade da succinato oxidase e da NADH-
oxidase de mitocôndrias de fígado de rato, sendo que para alguns deles os 
efeitos foram mais intensos para a NADH-oxidase (HODNICK et al., 1994). 
A primeira atividade dos flavonóides a ter seu mecanismo de ação 
estudado foi sua ação antioxidante. Essa função aparece em algumas classes 
e depende do número e posições dos grupos hidroxila, de outros substituintes 
e ainda da presença de glicosilação. Geralmente as agliconas têm maior 
atividade antioxidante quando comparado com moléculas glicosiladas (CAI, 
2005). Em alguns flavonóides, que não possuem hidroxilas na sua estrutura, 
não foi evidenciada atividade seqüestradora de radicais, ao contrário de 
flavonóides que apresentam anel catecol (estrutura orto-diidroxi), os quais 
possuem alta capacidade antioxidante. Esta atividade aumenta nas seguintes 
classes: isoflavonas < flavanonas < flavonas < chalconas < flavonols, porém, 
individualmente alguns compostos destas classes não seguem esta ordem 
(CAI, 2005). Algumas substituições no anel A e B, assim como na dupla 
ligação em C2,3 podem também afetar a atividade antioxidante frente a radicais 
livres.  
Segundo MIRA e colaboradores (2002) a presença do grupo catecol no 
anel B e o grupo hidroxila na posição 3 do anel C mostraram ser importantes 
para quelar metais como ferro e cobre. A atividade quelante de metais dos 
flavonóides pode tornar esses íons inativos para a geração de radicais livres.  
Nesse mesmo aspecto, outra função conhecida dos flavonóides é a 
inibição da lipoperoxidação através de reações envolvendo a doação de 
átomos de hidrogênio para os radicais peroxil (ROO•), inativando-os e 
promovendo a terminação das reações de peroxidação dos ácidos graxos 
(ARORA et al., 1998). 
A atividade anti-radicalar de vários flavonóides, em relação ao ânion 
superóxido, foi estudada utilizando vários métodos, como espectroscopia de 
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ressonância paramagnética (SICHEL et al., 1991) e pela inibição da enzima 
xantina oxidase (FURUNO et al., 2002). Esta atividade é aumentada com 
incrementos na concentração do flavonóide na reação, uma atividade anti-
radical mais expressiva é observada quando a concentração é superior a 100 
µmol/L. O elemento estrutural comum é a configuração do anel C com o grupo 
hidroxila na posição 3 que ativa a dupla ligação na posição 2,3 e grupos 
hidroxila no anel B.  
 A ausência do grupo hidroxila na posição 3 em flavanonas e flavanas 
diminui sua capacidade antioxidante frente ao radical superóxido, isso também 
ocorre com a ausência da estrutura catecol no anel B (SICHEL et al., 1991).  
 De acordo com outros estudos (KAISEROVA, et al., 2007; MIN e 
EBELER, 2008), flavonóides são excelentes seqüestradores do radical 
hidroxila; eles parecem também ter uma atividade que depende da sua 
estrutura. É com base na sua capacidade de seqüestrar os radicais hidroxila 
que se destaca a importância de substituições na estrutura, ou também 
quando os grupos hidroxila dão lugar a grupos metóxi. 
A atividade antioxidante dos flavonóides também pode estar relacionada 
com a interação com espécies reativas não-radicalares como o 1O2. Uma 
fração de biflavonóides obtidos da acícula de Araucaria angustifolia se mostrou 
mais efetiva na proteção contra a quebra da fita de DNA plasmidial pelo 1O2 
quando comparada com os efeitos da quercetina, ginkgetina, amentoflavona, 
α-tocoferol e trolox. Essa fração de biflavonóides também apresentou uma 
constante de supressão do 1O2 maior que a da quercetina, ginkgetina e 
amentoflavona (YAMAGUCHI et al., 2005). 
Foi mostrado que o polifenol (-)-epigalocatequina galato aumenta cerca 
de 20x a formação de 8-oxodGuo na reação da dGuo com HOCl, mas inibe a 
oxidação da 8-oxodGuo a dSp. Além disso, este composto inibiu a formação 
de 8-oxodGuo em DNA (SUZUKI et al., 2004).  
A seguir são descritos atividades biológicas e estruturas dos flavonóides 
utilizados nesse estudo. Esses flavonóides foram escolhidos por pertencerem 
a três subclasses diferentes (flavona, flavonol e flavanol) (FIGURA 8). As 
flavonas, flavona e apigenina apresentam uma carbonila em C4, uma dupla 
ligação em C2,3, e ausência de hidroxila em C3, sendo que a flavona não 
apresenta nenhuma hidroxila na sua estrutura e a apigenina apresenta duas no 
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anel A e uma no anel B. Os flavonóis, quercetina e morina apresentam a 
carbonila em C4, uma dupla ligação em C2,3 e hidroxila em C3 do anel C, sendo 
que a diferença entre elas é que as duas hidroxilas do anel B na quercetina 
formam o grupo catecol. E a flavanol, catequina apresenta a mesma estrutura 
da quercetina, mas sem a carbonila em C4 e a dupla ligação em C2,3, no anel 















FIGURA 8 – ESTRUTURA DOS FLAVONÓIDES UTILIZADOS NESSE ESTUDO 
DIVIDIDOS POR CLASSES 
 
2.3.2.1 Flavona 
Um dos compostos de grande interesse é a flavona (2-fenil-4H-1-
benzopirano-4-ona). A flavona pode ser encontrada em todas as partes das 
plantas gimnospermas e angiospermas: tronco, folhas, brotos, cascas, cerne, 
espinhos, rizomas, flores, frutos, sementes, e também na raíz (MARTENS e 
MITHÖFER, 2005).  
Ela afeta a expressão de uma variedade de genes que regulam a 
proliferação celular e a resposta a danos ao DNA, como a apoptose. Em 
contraste com os seus efeitos em células malignas, flavona não induz 
apoptose em células não-malignas, sugerindo que essas células podem ser 































com linhagens celulares derivadas de tumores de mama sugerem a 
possibilidade de que a administração desse flavonóide, isoladamente ou em 
combinação com a DNA metiltransferase e inibidores de histonas 
desacetilases, poderia ser uma forma eficaz de quimioterapia (ULLMANNOVA 
e POPESCU, 2007). 
A flavona afeta algumas enzimas responsáveis pela biotransformação 
de xenobióticos, e já foram relatados efeitos indutores sobre as enzimas 
glutationa S-transferase, UDP-glicuroniltransferase 1 e isoformas 1A e 2B do 
citocromo P450 (CANIVENC-LAVIER et al.,1996). O potencial terapêutico da 
flavona faz deste composto possível alvo para aplicação na área farmacêutica 
(MARTENS e MITHÖFER, 2005). Estudos epidemiológicos sugeriram que uma 
alta ingestão de flavona pode estar associada a uma redução de alguns tipos 
de câncer como, por exemplo, câncer do pulmão e do cólon, além de 
inflamação crônica, e osteoporose (MIDDLETON et al., 2000; KROMHOUT, 
2001; ARTS et al., 2001). 
 
2.3.2.2 Apigenina 
 A apigenina (4’,5,7-trihidroxiflavona) é uma flavona, e está distribuída 
nas folhas e caules dos vegetais e das frutas tropicais comuns na dieta, tais 
como pimenta, aipo, repolho chinês, ervilhas francesas, goiaba, alho-poró, 
cebolas, tomate, e abóbora (MIEAN e MOHAMED, 2001). A apigenina é 
encontrada também em bebidas derivadas de plantas tais como o chá e o 
vinho (F’GUYER et al., 2003). 
 Assim como com outros flavonóides, a apigenina possui capacidade 
antitumorigênica, tanto in vitro quanto in vivo. Estudos realizados por ZHENG e 
colaboradores (2005) verificaram que a apigenina inibiu o crescimento de 
células de carcinoma cervical humano (HeLa). Embora estes estudos forneçam 
evidências para efeitos protetores da apigenina, os mecanismos exatos para a 
atividade anticarcinogênica desse composto ainda permanece desconhecida.  
Alguns efeitos já relatados podem estar relacionados com seus efeitos 
antitumorais. O tratamento de células de câncer de próstata humana com 
apigenina resultou na parada da progressão do ciclo celular em G1 que foi 
associada por uma diminuição na expressão das ciclinas D1, D2 e E. O 
tratamento também resultou na indução da apoptose determinada pela 
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fragmentação do DNA, clivagem do PARP e uma alteração na razão Bax/Bcl-2 
(GUPTA et al., 2002).  
 
2.3.2.3 Quercetina 
A quercetina (3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavona) é um flavonol e está 
presente em vários vegetais, frutas, sementes, nozes, chá e vinho tinto 
(BEECHER et al., 1999; HERTOG et al., 1992). A eficiente atividade 
antioxidante dessa molécula está supostamente relacionada com a presença 
dos grupos 3’,4’-dihidroxi (anel catecol), o grupo carbonila em C4, o substituinte 
hidroxila em C3 e a dupla ligação entre C2,3, presentes em sua estrutura. 
As propriedades antioxidantes podem estar associadas aos efeitos 
protetores referentes ao estresse oxidativo, como foi observado em timócitos 
de ratos pela provável supressão de H2O2 e 
•OH formado na presença de Fe2+ 
(OYAMA et al., 1999).  
Numerosos experimentos têm mostrado seu efeito protetor sobre danos 
em DNA induzidos por H2O2 e 
•OH, mas, ao mesmo tempo, o radical 
semiquinona formado pela quercetina quando inativa uma espécie reativa 
apresenta grande reatividade com grupos tióis, que podem levar a perda de 
função de proteínas ou mesmo a uma redução dos níveis de glutationa (GSH) 
(BOOTS et al., 2007). 
 A quercetina apresenta atividade pró-oxidante quando em 
concentrações maiores que 100 µmol/L e na presença de Fe3+, ela aumenta a 
formação de •OH e gera quebras no DNA (LAUGHTON, 1989). 
 
2.3.2.4 Morina 
 A morina (3,5,7,2’,4’-pentahidroxiflavona) é um flavonol encontrado em 
muitas ervas e frutas. Apresenta-se como um pigmento amarelado claro 
encontrado na madeira do Chlorophora tinctori (MIDDLETON et al., 2000).  
A morina é um conservante de alimento (SMITH e HALLIWELL, 1992), 
inibe a peroxidação lipídica nas micelas e nos microssomas do fígado de rato 
(CHOLBI et al., 1991). Ela é antimutagênica (KAWABATA et al., 1999) e inibe 
a produção de NO• em astrócitos-C6 (KIM et al., 1999; RASO et al., 2001), é 
capaz de sequestrar •OH (MAKRIS e ROSSITER, 2002). 
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Quando complexada com Cu2+, a morina apresenta uma ligação efetiva 
com o DNA de maneira intercalada (SONG et al., 2002). A morina também 
pode alterar a replicação e o reparo do DNA interagindo com a topoisomerase I 
(BOEGE et al., 1996). 
  
2.3.2.5 Catequina 
 A catequina (3’,4’,3,5,7-pentahidroxiflavana), é um flavanol monomérico, 
apresenta atividade seqüestradora de •OH (BORS e MICHEL, 1999) e O2
•- 
(FUKUMOTO e MAZZA, 2000). A catequina tem uma atividade seqüestradora 
do ROO• dez vezes maior do que o L-ascorbato e o β-caroteno quando testado 
em bactérias (NAKAO et al., 1998). Além disso, pode quelar o ferro (MOREL et 
al., 1993). 
Diversos estudos epidemiológicos e outros in vitro sugerem que a 
catequina tem efeitos benéficos na saúde humana, na proteção de doenças 
cardíacas e na inibição da oxidação de lipoproteína de baixa densidade 
(ISHIKAWA et al., 1997; YAMANAKA et al., 1997) e isquemia miocardial 
(ARTS et al., 2001).  
Por outro lado, SCOTT et al., (1993) relataram que as catequinas 
exercem uma ação pró-oxidante acelerando os danos em DNA na presença do 
complexo bleomicina-ferro. 
 
2.3.2.6 Estudos comparativos de flavonóides sobre atividade antioxidante 
Os flavonóides podem gerar seus efeitos protetores contra radicais 
livres em sistemas biológicos através de suas habilidades antioxidantes e 
quelantes de metais (HEIM et al., 2002). Os flavonóides interferem tanto nas 
reações de propagação de radicais livres, quanto na formação destes (VAN 
ACKER et al., 1996). Certos flavonóides são capazes de inibir enzimas 
mitocondriais, o que contribui para sua atividade antineoplásica e sua 
citotoxicidade (HODNICK et al., 1994). 
Alguns trabalhos recentes destacam importantes propriedades dos 
flavonóides nos mais diversos sistemas. MUKAI et al. (2005) e NAGAI et al. 
(2005) determinaram as constantes de reação de alguns flavonóides na 
supressão de 1O2 em solução de etanol. Foi observado que a flavona 
apresenta o menor valor (< 3 x 105 M-1s-1) como mostrado na TABELA 2. Isso 
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pode indicar que a flavona é, entre os flavonóides estudados, a que apresenta 
a menor atividade de supressão de 1O2, deixando-o livre para reagir com 
outras biomoléculas quando está presente no sistema. Por sua vez, a 
quercetina mostrou a maior constante de reação, implicando que baixas 
concentrações desse composto já poderiam exercem um efeito protetor ao 
ataque do 1O2. 
 
TABELA 2 – CONSTANTE DE REAÇÃO DOS FLAVONÓIDES COM O OXIGÊNIO 
SINGLETE. 
FLAVONÓIDES CONSTANTE DE REAÇÃO kQ (M
-1s-1) 
Flavona < 3 x 105 
Apigenina 2,84 x 107 
Quercetina 4,57 x 108 
Catequina 1,09 x 107 
FONTE: adaptado de MUKAI et al. (2005); NAGAI et al. (2005) 
 
 MELIDOU et al. (2005) fizeram um tratamento de células JURKAT com 
H2O2 na presença de diferentes flavonóides, medindo quebras no DNA celular 
por ensaio cometa, avaliaram também a capacidade dos flavonóides em quelar 
ferro (TABELA 3). Nesse trabalho, os autores concluíram que todos os 
flavonóides que apresentavam o grupo dihidróxi (exceto a catequina) tinham 
grande atividade de proteger a quebra do DNA exposto ao H2O2. A presença 
do grupo hidroxila na posição 3 do anel C e a função carbonila na posição 4 
contribuía efetivamente para a capacidade dos flavonóides em proteger o 
DNA, assim como a presença da dupla ligação em C2-3 aumentava essa 
capacidade. A flavona, apigenina e catequina não apresentaram atividade até 
a dose de 500 µmol/L. Os autores também testaram a capacidade de quelar 
ferro e a quercetina foi também mais efetiva do que a morina e isso foi 
atribuído ao grupo catecol no anel B, que, entre esses dois compostos, 





TABELA 3 – ATIVIDADE DE PROTEÇÃO DO DNA E CAPACIDADE DE QUELAR 
FERRO DOS FLAVONÓIDES. 
FLAVONÓIDE IC50 EC50 
Flavona Não exibe Não exibe 
Apigenina Não exibe Não exibe 
Quercetina 5,4 ± 1,2 13 
Morina 496,2 ± 5,2 398 
Catequina Não exibe Não exibe 
FONTE: adaptado de MELIDOU et al. (2005). 
NOTA: IC50 são valores que representam a concentração de flavonóide que oferece 
50% de proteção contra dano ao DNA celular induzido por H2O2. EC50 são valores que 
representam a concentração de flavonóides capaz de abstrair 50% de ferro 
intracelular ligado à calceína.  
 
 BURDA e OLESZEK (2001) determinaram a atividade antioxidante de 
alguns flavonóides com relação à proteção da oxidação do β-caroteno em 
soluções aquosas e também a atividade anti-radicalar em estudos com 1,1-
difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), que é um radical muito utilizado nesse tipo de 
estudo (TABELA 4). O grupo de flavonóides que apresentou a maior atividade 
antioxidante foi aquele que apresentava uma hidroxila livre em C3 do anel C. 
Isso sugere, segundo os autores, que esse grupo é o responsável pela inibição 
da oxidação do β-caroteno e no seqüestro do radical DPPH. Ficou evidenciado 
também, principalmente na quercetina, que os flavonóides perdem essa 
capacidade antioxidante quando essa hidroxila é metilada ou glicosilada. Outra 
parte importante na estrutura dos flavonóides que apresentaram essa atividade 
é a presença da dupla ligação entre C2-3. Os flavonóides que não apresentam 
na sua estrutura nenhum grupo hidroxila livre ou com esse grupo nas posições 
5 e/ou 7 não apresentaram atividade antioxidante nem anti-radicalar. Todos os 
flavonóides que tiveram uma resposta anti-radicalar positiva apresentavam 
uma hidroxila livre na posição 4’, sugerindo que esse grupo é essencial para 
essa atividade. Dentre os flavonóides com essa característica, apenas a 





TABELA 4 – ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E ANTI-RADICALAR DE ALGUNS 
FLAVONÓIDES. 
FLAVONÓIDE ATIVIDADE 
ANTIOXIDANTE (%) a 
ATIVIDADE ANTI-
RADICALAR (%) b 
Flavona - 1,5 1,5 
Apigenina - 78,8 0,7 
Quercetina 63,6 89,8 
Morina 63,5 96,5 
FONTE: adaptado de BURDA e OLESZEK (2001) 
NOTA: a Valores baseados na percentagem de proteção do β-caroteno em emulsões 
aquosas; b Valores correspondentes a atividade anti-radical em estudos com DPPH 
 
 OHSHIMA et al. (1998), mediram a ação de alguns flavonóides em 
relação à formação de 8-nitroguanina e à quebra do DNA quando este era 
exposto a peroxinitrito. Os resultados desse estudo são apresentados na 
TABELA 5. Para observar a inibição da quebra do DNA simples fita foi 
incubado o DNA com peroxinitrito (0,5 mmol/L) na presença de 0,1 % de 
dimetilformamida (DMF) na presença de duas concentrações diferentes dos 
flavonóides testados (0,05 e 0,5 mmol/L). Todos os flavonóides testados 
promoveram eficiente proteção nesse estudo, sendo que a catequina foi a que 
apresentou a atividade mais efetiva. No mesmo estudo foi medida também a 
formação da 8-nitroguanina, na presença de três concentrações diferentes dos 
flavonóides (0,01, 0,1 e 1 mmol/L). Nessas condições, catequina, morina e 
quercetina apresentaram uma inibição de 100 % na maior dose testada. A 
apigenina também apresentou uma boa inibição (77 %), mas menos efetiva 
quando comparada com os outros flavonóides desse estudo. Esses dados são 
importantes, pois deixa-nos claro que os flavonóides testados são capazes de 
proteger o DNA simples fita impedindo a sua quebra quando está na presença 
de um forte oxidante, como o peroxinitrito, assim como protegem efetivamente 
a Gua, impedindo a formação da 8-nitroguanina. 
 MIN e EBELER (2008) mediram atividade de alguns flavonóides contra 
a formação da 8-oxodGuo em DNA na presença de H2O2 e Fe
2+. Nesse 
trabalho a quercetina promoveu uma diminuição significativa nas 
concentrações de 0,1 a 100 µmol/L, mas de forma dose independente. A 
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morina promoveu um aumento na formação de 8-oxodGuo na dose 100 µmol/L 
e a catequina protegeu até a dose de 10 µmol/L. 
 
TABELA 5 – ATIVIDADE DE ALGUNS FLAVONÓIDES CONTRA A QUEBRA DO 
DNA E A FORMAÇÃO DA 8-NITROGUANINA. 
Inibição (%) do dano mediado por peroxinitrito 
Quebra da fita do DNA a 8-nitroguanina b 
 
Flavonóide 
50 µmol/L 500 µmol/L 10 µmol/L 100 µmol/L 1000 µmol/L 
Apigenina 54 55 8 36 77 
Quercetina 42 73 24 95 100 
Morina 4 57 21 74 100 
Catequina 85 97 33 92 100 
FONTE: adaptado de OHSHIMA et al., (1998) 
NOTA: a Peroxinitrito 0,5mM induz a formação de 3,69 quebra da fita do DNA por 104 
bp na presença de 0,1% de DMF. b DNA de timo de bezerro (1 mg) incubado com 0,1 
mmol/L de peroxinitrito em 0,1 mol/L de tampão fosfato de sódio, pH 7, contendo 100 
µmol/L de DTPA, 0,1 % DMF e 0-1 mmol/L do flavonóide (pHfinal 7,5). 
 
 DEVASAGAYAM et al., (1995) verificaram a atividade de alguns 
flavonóides (catequina, apigenina e quercetina) frente à quebra do plasmídeo 
pBR322 pelo 1O2 quando incubado com NDPO2. Eles testaram uma 
concentração fixa (100 µmol/L) dos flavonóides e como resultado eles 
verificaram que a catequina inibe até 30,3%, a apigenina até 7,9% e a 
quercetina não apresenta inibição. 
 Na maioria dos estudos descritos na literatura destacados nessa 
revisão, os efeitos dos flavonóides são verificados principalmente frente a 
espécies radicalares, entretanto muito pouco foi mostrado quando a espécie 
reativa é o 1O2 (não-radicalar). Destaca-se ainda que oxidação da dGuo 
pelo1O2 já está bem estabelecida quanto ao seu mecanismo de reação e 
produtos formados em solução aquosa ou em DNA, além disso, existe uma 
importância biológica associada ao estudo desse sistema. Dada a 
complexidade dos sistemas celulares, este trabalho propõe em estudar os 
efeitos de alguns flavonóides frente a oxidação da guanina pelo 1O2 em 
sistemas controlados, visando um entendimento mais direto da ação desses 




3.1 Objetivo geral 
Determinar o efeito de diferentes flavonóides na oxidação da guanina 
como nucleosídeo (2’-desoxiguanosina) e no DNA pelo 1O2 em solução 
aquosa. 
 
3.2 Objetivos específicos 
• Preparação dos endoperóxidos DHPNO2 e NDPO2 geradores de 
1O2. 
• Oxidação da dGuo em solução aquosa pelo 1O2 gerado pela 
termodecomposição do endoperóxido NDPO2 na presença de diferentes 
concentrações de flavonóides e detecção dos diferentes produtos 
formados (8-oxodGuo e dSp) pela técnica de HPLC. 
• Oxidação de DNA do plasmídeo pBluescript SK pelo 1O2 gerado pela 
termodecomposição de endoperóxido DHPNO2 na presença de 
diferentes concentrações de flavonóides e detecção da forma circular 
aberta (CA) e superenovelada (SE) por gel de agarose. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Materiais 
 Os reagentes NDP e DHPN foram sintetizados anteriomente como 
descrito em DI MASCIO e SIES (1989) e MARTINEZ et al. (2000b) e foram 
disponibilizados para utilização nesse estudo. A dGuo, a 8-oxodGuo, o DMSO 
e os flavonóides (flavona, apigenina, quercetina, morina e catequina) foram 
adquiridos da Sigma-Aldrich. O plasmídeo pBluescript SK foi cedido 
gentilmente pelo Prof. Paolo Di Mascio (USP). A enzima formamidopirimidina 
glicosilase de Escherichia coli (enzima FPG) foi adquirida de New England 
BioLabs. Os solventes acetonitrila e metanol, usados nas análises de HPLC 
foram adquiridos da J.T Backer. Os demais sais utilizados nos experimentos 




4.2.1 Síntese dos endoperóxidos  
 
4.2.1.1 Síntese do endoperóxido da 3,3'-(1,4-naftilideno) dipropanoato de sódio 
(NDPO2)  
 Em um tubo para centrífuga contendo um agitador magnético foram 
colocados 10 mL de uma solução de 0,5 M de Na2MoO4 em tampão 0,1 M de 
Na2CO3 / NaHCO3 pH 10-11. Em seguida, foi acrescentado 1 g do NDP. O 
tubo permaneceu em banho de água com temperatura de 20 oC durante todo o 
processo.  
 Sob agitação contínua, acrescentou-se 1 mL de H2O2 (35 % comercial) 
na solução, a qual ficou marrom avermelhada com liberação intensa de O2. 
Após 14 min, aproximadamente, a solução ficava amarelo-ouro e, então, 
acrescentou-se mais 1 mL de H2O2. Essa operação foi repetida por mais 
quatro vezes, sendo que ao final da última adição a solução permaneceu 
agitando por 20 min, ao invés de 14 min como feito anteriormente. 
 Após o término dos 20 minutos finais, o tubo foi resfriado em um banho 
de água e gelo, e 10 mL de H3PO4 2 M foram acrescentados lentamente e sob 
agitação para precipitar a forma diácido do endoperóxido. 
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 Em seguida, o sistema foi centrifugado a 7000 rpm, 4 oC, por 2 min. O 
sobrenadante, de coloração amarela, foi descartado. Acrescentou-se 20 mL de 
água fria ao sólido, agitou-se e centrifugou-se nas mesmas condições citadas 
anteriormente, descartando novamente o sobrenadante obtido. Seguiu-se o 
mesmo procedimento para lavar mais duas vezes o sólido com 20 mL de água 
fria. 
 O tubo, contendo o sólido obtido após todas as lavagens, foi colocado 
no gelo. Acrescentou-se lentamente e sob agitação NaOH 2 M até completa 
solubilização do precipitado. A solução obtida foi separada em frações que 
foram congeladas imediatamente a -80 oC. 
 
4.2.1.2 Síntese do endoperóxido da N,N'-di(2,3-dihidroxipropil)-3,3’-(1,4-
naftilideno)dipropanamida (DHPNO2) 
 Para preparação do endoperóxido da DHPN foi utilizado o método 
fotoquímico convencional. Em 2 mL de água deuterada foram dissolvidos sob 
leve aquecimento 200 mg de DHPN. A reação se processou a 4 oC. Foram 
acrescentados 10 µL de uma solução de azul de metileno (5 mg/mL) e a 
solução foi irradiada com uma lâmpada de 500 W sob borbulho de oxigênio 
constante por 5 h. Resina Chelex 100 foi acrescentada e a solução foi agitada 
por 20 min a 4 oC até completa fixação do azul de metileno. A solução foi 
filtrada em uma membrana polimérica (0.45 µm) e estocada a –80 oC. 
 
4.2.2 Avaliação do efeito dos flavonóides na oxidação da dGuo por 1O2 
 
4.2.2.1 Incubação do endoperóxido NDPO2 com 2’-desoxiguanosina e 
flavonóides 
 Para quantificação dos produtos de oxidação da dGuo foram preparadas 
soluções contendo 1 mmol/L de dGuo, 5 mmol/L do endoperóxido NDPO2 e 
diferentes concentrações dos flavonóides escolhidos dissolvidos em DMSO (1-
200 µmol/L), utilizando um tampão fosfato de sódio 60 mmol/L, pH 7. Todas 
soluções foram incubadas a 37 oC por 2,5 h, tendo em vista que esse é o 
tempo necessário para que a termólise do endoperóxido seja completa 
(PIERLOT et al., 2000). 
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4.2.2.2 Detecção da dGuo e da 8-oxodGuo 
 A detecção e quantificação da 8-oxodGuo foram feitas por HPLC como 
descrito por SHIGENAGA et al., (1990), usando o detector eletroquímico ESA 
Colouchem III, com potenciais 130 e 380 mV para 8-oxodGuo e detector UV 
programado em 254 nm para detecção da dGuo. A coluna utilizada foi a LC-18 
(250 x 4,6 mm, 5 µm) da Metachem mantida à temperatura de 30oC. A 
separação dos produtos foi feita com fluxo de 0,8 mL/min de forma isocrática 
para os padrões (tempo total de corrida de 15 min) com fase móvel constituída 
por 10 % MeOH em solução 4 mmol/L de ácido cítrico e 8 mmol/L de acetato 
de amônio com 20 mg/L de EDTA em pH 4,0. Para as amostras da incubação, 
a separação foi feita de maneira isocrática, como a utilizada nos padrões e a 
limpeza da coluna para retirar o NDP foi feita usando um gradiente da 
percentagem de MeOH que chega até 70% no tempo máximo de 25 min a 
cada quatro amostras injetadas. 
As soluções de 8-oxodGuo e dGuo tiveram suas concentrações aferidas 
por medida no espectrofotômetro (ε da 8-oxodGuo em λ = 293 nm: 9700 cm-
1.mol-1.L e ε da dGuo em λ = 254 nm: 13000 cm-1.mol-1.L) para o preparo das 
soluções que foram utilizadas na elaboração da curva de calibração. Foram 
injetadas amostras de 60 µL de cada solução da incubação de dGuo com os 
endoperóxidos, num “loop” de 20 µL do HPLC. 
 
4.2.2.3 Detecção dos dSp 
 A detecção e quantificação dos diastereoisômeros da dSp foram feitas 
por HPLC como descrito por MARTINEZ et al. (2002) usando o equipamento 
de HPLC e detector UV programado para detecção em comprimento de onda 
de 230 nm para a dSp e 254 nm para a dGuo. A coluna usada foi a LC-NH2 
(250 x 4,6 mm, 5 µm) da Phenomenex. A separação foi feita de forma 
isocrática com fluxo de 0,8 mL/min, sendo a fase móvel constituída por 85 % 
de ACN em uma solução 25 mM de formiato de amônio. 
 A solução padrão dos diastereoisômeros da dSp foi obtida pela 
fotossensibilização da dGuo com azul de metileno (RAVANAT e CADET, 1995; 
NILES et al., 2001). A reação foi processada a temperatura a 15 oC. Nesse 
frasco, 5 mL de solução 10 mmol/L de dGuo contendo 10 µL de uma solução 5 
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mg/mL de azul de metileno (AM) é irradiada com uma lâmpada de 500 W com 
filtro “cut-off” 590 nm, sob borbulho de oxigênio constante por 2 h. 
 As frações coletadas, correspondentes aos diastereoisômeros da dSp, 
foram reunidas, liofilizadas e dissolvidas na fase móvel usada para sua 
separação. A concentração foi aferida por medida no espectrofotômetro 
usando, nesse caso, o coeficiente de extinção em λ = 230 nm                   
(5240 cm-1.mol-1.L) publicado para os diastereoisômeros da dSp (RAVANAT e 
CADET, 1995). Foram injetadas amostras de 60 µL de cada solução num 
“loop” de 20 µL do HPLC. 
 
4.2.3 Avaliação do efeito dos flavonóides na oxidação do DNA por 1O2 
 
4.2.3.1 Incubação do endoperóxido com DNA plasmidial e flavonóides 
Foram preparadas soluções contendo 10 ng/µL de plamídeo pBluescript 
SK, 20 mmol/L do endoperóxido DHPNO2 e diferentes concentrações dos 
flavonóides escolhidos (50-200 µmol/L) dissolvidos em DMSO. Em todas as 
soluções foram adicionados 2 µL de ácido fosfórico 2 mmol/L, 1 µL de ácido 
acético 10% e 2 µL de hidróxido de sódio 2 mmol/L para acertar o pH em 7. As 
soluções foram incubadas a 37 oC por 2,5 h, tendo em vista que esse é o 
tempo necessário para que a termólise do endoperóxido seja completa 
(PIERLOT et al., 2000). Em seguida as amostras foram divididas em duas 
alíquotas e metade foi incubada (1:1) com a enzima FPG diluída 1:1000 no 
tampão (40 mmol/L Tris-HCl; 2 mmol/L EDTA; 100 mmol/L KCl; pH 8) e a outra 
metade das alíquotas foi incubada na presença desse tampão sem a enzima a 
37oC por 30 minutos. As amostras foram comparadas com um controle 
negativo (somente o plasmídeo) e um controle positivo (plasmídeo + 
endoperóxido). 
 
4.2.3.2 Detecção da forma circular aberta do plasmídeo pBluescript SK 
 Às amostras foram adicionados 5 µL do corante (Solução de Ficoll 25%, 
EDTA 1 mmol/L, tris/HCl 10 mmol/L pH 8 e azul de bromofenol 0,01%) e 
através de uma eletroforese contendo gel 1% w/v de agarose dissolvido no 
tampão TBE (tris/HCl 90 mmol/L; EDTA 2,5 mmol/L; ácido bórico 90 mmol/L 
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pH 8) foi separado a forma circular aberta (CA) da forma super enovelada (SE) 
do plasmídeo, numa cuba eletroforética conectada a uma fonte de 60 V por 
aproximadamente 3 h. Depois de terminada a corrida, transferiu-se o gel para 
uma cuba que continha o revelador brometo de etídeo (1 mg/mL) e após 15min 
o gel foi visualizado sob luz ultravioleta (312 nm) em transiluminador EC3 
System – UVP BioImaging System (UVP, Inc. Upland, CAUSA). 
 
4.3 Análise estatística 
Os dados experimentais foram expressos como sendo a média ± 
desvio padrão (média ± DP), submetidos à análise de variância (ANOVA) 
e teste de Tukey. Valores de p ≤ 0,05 foram considerados diferentes 
estatisticamente significativos.  
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5 RESULTADOS  
 
5.1 Efeito da concentração de flavonóides na oxidação da 2’-
desoxiguanosina por 1O2 
 A quantificação dos produtos formados foi feita com base nas curvas de 
calibração, geradas a partir de injeções de quantidades conhecidas dos 
compostos analisados como é mostrado na FIGURA 9 para a dGuo, na 
FIGURA 10 para a 8-oxodGuo e na FIGURA 11 para a dSp.  
 Os resultados da incubação da dGuo livre com o endoperóxido e 
diferentes concentrações de flavonóides foram apresentados pela 












FIGURA 9 – CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DA dGUO  
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Curva de calibração da dGuo. Foram injetadas no HPLC concentrações 
conhecidas do composto em triplicata e os resultados apresentados como média ± 























































FIGURA 10 – CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DA 8-OXOdGUO 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Curva de calibração da 8oxo-dGuo. Foram injetadas no HPLC concentrações 
conhecidas do composto em triplicata e os resultados apresentados como média ± 












FIGURA 11 – CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA QUANTIFICAÇÃO DA dSp 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Curva de calibração da dSp. Foram injetadas no HPLC concentrações 
conhecidas do composto em triplicata e os resultados apresentados como média ± 
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Os compostos foram analisados através de seus cromatogramas e 
confirmados pelos seus espectros de absorbância já relatados na literatura 


















FIGURA 12 – ESPECTROS DE ABSORBÂNCIA DOS COMPOSTOS ANALISADOS 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Espectros de absorção dos compostos. (A) dSp; (B) 8-oxodGuo; (C) dGuo. 
 
Nas figuras subseqüentes são apresentados exemplos dos 
cromatogramas que foram utilizados para a detecção dos produtos formados 























































































































FIGURA 13 – CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DA DETECÇÃO DA dGUO 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Cromatograma representativo para a detecção UV em 254nm, condições de 
análise conforme item 4.2.2.2. Em preto está representado a dGuo (1 mmol/L) 
incubada por 2,5 h com o NDPO2 (5 mmol/L). Em verde, dGuo (1 mmol/L) incubada 



















































































































































FIGURA 14 – CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DA DETECÇÃO DA 8-
oxodGUO 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Cromatograma representativo para a detecção eletroquímica em 380 mV, 
condições de análise conforme item 4.2.2.2. Em preto está representado a 8-oxodGuo 
formada a partir da dGuo (1 mmol/L) incubada por 2,5 h com o NDPO2 (5 mmol/L). Em 































































































































FIGURA 15 – CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DA DETECÇÃO DA dSP 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Cromatograma representativo para a detecção UV em 230 nm, condições de 
análise conforme item 4.2.2.3. Em preto está representado a dGuo (1 mmol/L) 
incubada por 2,5 h com o NDPO2 (5 mmol/L). Em verde temos a dGuo (1 mmol/L) 
incubada por 2,5 h com o NDPO2 (5 mmol/L) mais apigenina (25 µmol/L). Em 
destaque está a região do cromatograma em que são visualizados os picos dos 

































































































































































A seguir serão apresentados os resultados obtidos na presença dos 
flavonóides. 
A FIGURA 16 mostra que quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de flavona, percebe-se que houve uma diminuição 
na formação da 8-oxodGuo em torno de 25% em relação ao controle nas 














FIGURA 16 – DETECÇÃO DA 8-OXOdGUO, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE FLAVONA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de 8-oxodGuo formada na presença de diferentes concentrações 
de flavona na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector eletroquímico (380 mV) no HPLC com condições de análise conforme item 
4.2.2.2. Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os 
resultados são média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores 


















































Na FIGURA 17 percebe-se que quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de flavona, houve uma diminuição de cerca de 30% 













FIGURA 17 – DETECÇÃO DA dSP, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE FLAVONA 
FONTE:  o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de dSp formada na presença de diferentes concentrações de 
flavona na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector UV (230 nm) no HPLC com condições de análise conforme item 4.2.2.3. 
Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os resultados são 
média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores diferentes 
significativamente em relação ao controle com n = 3 e p < 0,05. 
 
A FIGURA 18 mostra que, quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de apigenina, não houve diferença na formação da 
8-oxodGuo em relação ao controle nas doses de até 50 µmol/L, porém, nas 
doses maiores houve um aumento significativo na formação desse produto, 
passando dos 250% na concentração de 100 µmol/L e mais de 600% na dose 
de 200 µmol/L. 
A FIGURA 19 mostra que quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de apigenina, houve uma diminuição significativa na 
formação da dSp variando de 18 a 70% em todas as doses testadas, de 

















































FIGURA 18 – DETECÇÃO DA 8-OXOdGUO, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE APIGENINA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de 8-oxodGuo formada na presença de diferentes concentrações 
de apigenina na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector eletroquímico (380 mV) no HPLC com condições de análise conforme item 
4.2.2.2. Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os 
resultados são média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores 


































































































FIGURA 19 – DETECÇÃO DA dSP, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE APIGENINA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de dSp formada na presença de diferentes concentrações de 
apigenina na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector UV (230 nm) no HPLC com condições de análise conforme item 4.2.2.3. 
Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os resultados são 
média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores diferentes 
significativamente em relação ao controle com n = 3 e p < 0,05. (**) Valores diferentes 
significativamente em relação a amostra contendo 50 µmol/L de apigenina com n = 3 













Quando a dGuo foi incubada com o endoperóxido na presença de 
quercetina, observa-se que a formação da 8-oxodGuo é aumentada 
significativamente, variando de 70 a 160% com as doses de 5 a 50 µmol/L, e 
nas doses de 100 e 200 µmol/L observa-se um aumento menor da produção 
de 8-oxodGuo em relação ao controle (120 e 60%, respectivamente), como é 
mostrado na FIGURA 20. 
A FIGURA 21 mostra que quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de quercetina, houve uma diminuição na formação 
da dSp em todas as doses testadas, variando numa proteção de 18 a 50% de 
maneira independente da concentração, sendo significativamente diferente do 















































FIGURA 20 – DETECÇÃO DA 8-OXOdGUO, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE QUERCETINA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de 8-oxodGuo formada na presença de diferentes concentrações 
de quercetina na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector eletroquímico (380 mV) no HPLC com condições de análise conforme item 
4.2.2.2. Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os 
resultados são média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores 
diferentes significativamente em relação ao controle com n = 3 e p < 0,05. (**) Valores 
diferentes significativamente em relação a amostra contendo 50 µmol/L de apigenina 









































FIGURA 21 – DETECÇÃO DA dSP, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE QUERCETINA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de dSp formada na presença de diferentes concentrações de 
quercetina na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector UV (230 nm) no HPLC com condições de análise conforme item 4.2.2.3. 
Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os resultados são 
média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores diferentes 
significativamente em relação ao controle com n = 3 e p < 0,05. (**) Valores diferentes 
significativamente em relação a amostra contendo 25 µmol/L de quercetina com n = 3 












A FIGURA 22 nos mostra que quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de morina, houve uma diminuição de 75 e 45% em 
relação ao controle na formação da 8-oxodGuo nas menores doses (5 e 10 
µmol/L, respectivamente), não houve alteração nas doses intermediárias (25 e 
50 µmol/L) e houve um aumento de cerca de 50 e 100% em relação ao 














FIGURA 22 – DETECÇÃO DA 8-OXOdGUO, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE MORINA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de 8-oxodGuo formada na presença de diferentes concentrações 
de morina na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector eletroquímico (380 mV) no HPLC com condições de análise conforme item 
4.2.2.2. Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os 
resultados são média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores 



















































A FIGURA 23 mostra que quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de morina, este flavonóide não interferiu na 
formação da dSp nas menores doses (5 e 10 µmol/L), aumentou cerca de 25% 
em relação ao controle nas doses intermediárias (25 e 50 µmol/L) e diminuiu 














FIGURA 23 – DETECÇÃO DA dSP, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE MORINA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de dSp formada na presença de diferentes concentrações de 
morina na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector UV (230 nm) no HPLC com condições de análise conforme item 4.2.2.3. 
Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os resultados são 
média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores diferentes 









































A FIGURA 24 nos mostra que quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de catequina, não houve diferença na formação da 
8-oxodGuo em relação ao controle nas doses de até 25 µmol/L, porém nas 
doses maiores houve um aumento significativo na formação desse produto, 














FIGURA 24 – DETECÇÃO DA 8-OXOdGUO, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE CATEQUINA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de 8-oxodGuo formada na presença de diferentes concentrações 
de catequina na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector eletroquímico (380 mV) no HPLC com condições de análise conforme item 
4.2.2.2. Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os 
resultados são média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores 


















































A FIGURA 25 mostra que quando a dGuo foi incubada com o 
endoperóxido na presença de catequina, houve uma diminuição de até 40% na 














FIGURA 25 – DETECÇÃO DA dSP, NA INCUBAÇÃO DA dGUO COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE CATEQUINA 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: Quantidades de dSp formada na presença de diferentes concentrações de 
catequina na reação de dGuo (1 mmol/L) com NDPO2 (5 mmol/L) detectadas pelo 
detector UV (230 nm) no HPLC com condições de análise conforme item 4.2.2.3. 
Controle: dGuo (1 mmol/L) + NDPO2 (5 mmol/L) + DMSO 0,05 %. Os resultados são 
média ± desvio padrão do experimento em triplicata. (*) Valores diferentes 
significativamente em relação ao controle com n = 3 e p < 0,05. 
 
5.2 Efeito da concentração de flavonóides na oxidação do plasmídeo 
pBluescript SK 
 A 8-oxodGuo é o produto formado quando o plasmídeo é oxidado pelo 
1O2 (PRAT et al., 1997). Em DNA esse é o único produto que se forma a partir 
da oxidação da dGuo (CADET et al., 2003). Quando se faz o tratamento com a 
enzima de reparo FPG, que tem uma atividade de N-glicosilase e de liase do 
sítio AP, ou seja, hidrolisa a ligação N-glicosídica entre a base danificada e a 
desoxirribose e cliva o DNA no sítio abásico resultante por uma β-δ eliminação, 




































 Os resultados dos flavonóides foram apresentados em percentagem da 
forma CA formada em cada tratamento, tendo sempre um controle negativo 
que é o plasmídeo mais DMSO e um controle positivo que tem o DHPNO2 (20 
mmol/L) e as amostras com a variação da concentração dos flavonóides (50, 
100 e 200 µmol/L).  
 A FIGURA 26 mostra o gel de agarose e a relação entre a forma CA 
formada durante a reação do plasmídeo com 1O2 na presença de diferentes 
concentrações de flavona. Pode-se perceber que, assim como com a dGuo 
livre, no plasmídeo houve uma diminuição de cerca de 20% da formação de 
danos em todas as doses de flavona testadas. 
Na FIGURA 27 visualizamos o gel de agarose e a relação entre a forma 
CA formada durante a reação do plasmídeo com 1O2 em diferentes 
concentrações de quercetina. Percebe-se que nas amostras sem o tratamento 
com FPG há uma diminuição significativa da formação de danos quando 
comparada ao controle com DHPNO2, como já havia sido relatado por 
YAMAGUCHI et al., (2005). Porém, quando se trata com essa enzima vemos 
que, na realidade, a quercetina apresenta uma atividade pró-oxidante, como 
visto em nosso estudo também para a dGuo livre, já que aumenta 
significativamente a formação da forma circular aberta em todas as 
concentrações testadas em cerca de 15%. 
A FIGURA 28 mostra o gel de agarose e a relação entre a forma CA 
formada durante a reação do plasmídeo com 1O2 em diferentes concentrações 
de catequina. Nas amostras não tratadas com FPG há uma diminuição de 
cerca de 18% na maior dose testada (200 µmol/L), de fato, DEVASAGAYAM e 
colaboradores (1995) observaram um efeito protetor de cerca de 30% da 
catequina (100 µmol/L) na oxidação do plasmídeo pBR322 por 1O2. Porém, 
nas amostras tratadas com FPG vemos que, na realidade, a catequina 
apresenta uma atividade pró-oxidante, como visto em nosso estudo também 
para a dGuo livre, já que aumenta significativamente a formação do dano ao 



















FIGURA 26 – EFEITO DA FLAVONA SOBRE O DANO NO PLASMÍDEO 
PBLUESCRIPT SK QUANDO INCUBADO COM DHPNO2 
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: (A) Gel de agarose 1% em TBE, mostrando a as duas formas do plasmídeo 
(CA e SE) que estão presentes depois da incubação deste com DHPNO2 (20 mmol/L) 
na presença de flavona. Bandas 1-3 e 16-18 (plasmídeo + DMSO 2%); 4-6 e 19-21 
(plasmídeo + DMSO 2%+ DHPNO2); 7-9 e 22-24 (plasmídeo + DMSO 2% + DHPNO2 
+ flavona 50 µmol/L); 10-12 e 25-27 (plasmídeo + DMSO 2% + DHPNO2 + flavona 100 
µmol/L); 13-15 e 28-30 (plasmídeo + DMSO 2% + DHPNO2 + flavona 200 µmol/L); 1-
15 (tratadas com FPG); 16-30 (não tratadas com FPG); (CA) forma circular aberta do 
plasmídeo; (SE) forma superenovelada do plasmídeo; 
(B) Percentagem da forma CA do plasmídeo formada durante a reação. Controle 
(plasmídeo + DMSO 2%); * Significativamente diferente da amostra com DHPNO2 e 



















controle DHPNO2 20 mmol/L DHPNO2 20 mmol/L +
Flavona 50 µmol/L
DHPNO2 20 mmol/L +
Flavona 100 µmol/L
































































FIGURA 27 – EFEITO DA QUERCETINA SOBRE O DANO NO PLASMÍDEO 
PBLUESCRIPT SK QUANDO INCUBADO COM DHPNO2  
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: (A) Gel de agarose 1% em TBE, mostrando a as duas formas do plasmídeo 
(CA e SE) que estão presentes depois da incubação deste com DHPNO2 (20 mmol/L) 
na presença de quercetina. Bandas 1-3 e 16-18 (plasmídeo + DMSO 2%); 4-6 e 19-21 
(plasmídeo + DMSO 2%+ DHPNO2); 7-9 e 22-24 (plasmídeo + DMSO 2% + DHPNO2 
+ quercetina 50 µmol/L); 10-12 e 25-27 (plasmídeo + DMSO 2% +DHPNO2 + 
quercetina 100 µmol/L); 13-15 e 28-30 (plasmídeo + DMSO 2% + DHPNO2 + 
quercetina 200 µmol/L); 1-15 (tratadas com FPG); 16-30 (não tratadas com FPG); 
(CA) forma circular aberta do plasmídeo; (SE) forma superenovelada do plasmídeo; 
(B) Percentagem da forma CA do plasmídeo formada durante a reação. Controle 
(plasmídeo + DMSO 2%); * Significativamente diferente da respectiva amostra com 





















controle DHPNO2 20 mmol/L DHPNO2 20 mmol/L +
Quercetina 50 µmol/L
DHPNO2 20 mmol/L +
Quercetina 100 µmol/L















com FPG sem FPG
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FIGURA 28 – EFEITO DA CATEQUINA SOBRE O DANO NO PLASMÍDEO 
PBLUESCRIPT SK QUANDO INCUBADO COM DHPNO2  
FONTE: o autor (2008) 
NOTA: (A) Gel de agarose 1% em TBE, mostrando a as duas formas do plasmídeo 
(CA e SE) que estão presentes depois da incubação deste com DHPNO2 (20 mmol/L) 
na presença de catequina. Bandas 1-3 e 16-18 (plasmídeo + DMSO 2%); 4-6 e 19-21 
(plasmídeo + DMSO 2%+ DHPNO2); 7-9 e 22-24 (plasmídeo + DMSO 2% + DHPNO2 
+ catequina 50 µmol/L); 10-12 e 25-27 (plasmídeo + DMSO 2% + DHPNO2 + 
catequina 100 µmol/L); 13-15 e 28-30 (plasmídeo + DMSO 2% + DHPNO2 + catequina 
200 µmol/L); 1-15 (tratadas com FPG); 16-30 (não tratadas com FPG); (CA) forma 
circular aberta do plasmídeo; (SE) forma superenovelada do plasmídeo; 
(B) Percentagem da forma CA do plasmídeo formada durante a reação. Controle 
(plasmídeo + DMSO 2%); * Significativamente diferente da respectiva amostra com 






controle DHPNO2 20 mmol/L DHPNO2 20 mmol/L +
Catequina 50 µmol/L
DHPNO2 20 mmol/L +
Catequina 100 µmol/L
















com FPG sem FPG







































O termo "antioxidante" tem sido empregado com certa freqüência nos 
meios de comunicação, entretanto, nem sempre fica claro o significado que lhe 
é atribuído. De fato, conforme discutido por HALLIWELL e GUTTERIDGE, 
(2007), técnicos em alimentação utilizam o termo antioxidante para compostos 
que inibem a peroxidação lipídica e conseqüentemente o ranço nos alimentos. 
Cientistas de polímeros utilizam o termo antioxidante para substâncias que 
controlam a polimerização na fabricação da borracha, plásticos e tintas e para 
a proteção de plásticos claros contra luz ultravioleta. Uma definição mais 
relacionada ao contexto biológico é de “substâncias orgânicas, que são 
capazes de minimizar os efeitos nocivos da oxidação nos tecidos animais" 
(HUANG, et al., 2005). Ainda, o dicionário traz uma definição mais geral como 
sendo “substância que previne a oxidação, ou inibe reações causadas por 
oxigênio ou peróxidos” (Dicionário Michaelis da Língua Portuguesa Moderna). 
Dessa forma, fica claro que os cientistas terão seus próprios pontos de vista 
sobre o significado de antioxidante dentro de sua área específica de atuação. 
Sendo assim, o termo antioxidante e pró-oxidante deve ser empregado 
com muito cuidado, pois ao se investigar a atividade antioxidante, os seguintes 
fatores devem ser considerados: 
(a) o produto final estudado; 
(b) o composto que está sendo testado; 
(c) a molécula alvo; 
(d) o ambiente onde está ocorrendo a reação. 
Este estudo gerou um conjunto de dados que podem contribuir para a 
um melhor entendimento sobre a ação de compostos que podem ter uma 
atividade biológica importante, usando uma reação já bem estudada, que é a 
reação de oxidação da dGuo que forma os produtos 8-oxodGuo e dSp. Sabe-
se que nessa reação a formação da dSp é 10 vezes maior do que a 8-
oxodGuo (MARTINEZ et al., 2007) e que até hoje, sabe-se que somente a 8-
oxodGTP é substrato para a DNA polimerase (SHIMIZU et al.,2007). 
Lembrando que o mecanismo descrito por MARTINEZ et al. (2007) 
mostra que a 8-oxodGuo é formada à partir da oxidação da dGuo por uma 
molécula de 1O2, e a dSp pode ser formada diretamente à partir da dGuo pelo 
uso também de uma molécula de 1O2 ou através da oxidação da 8-oxodGuo 
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com a utilização de uma segunda molécula de 1O2, devemos analisar os 
resultados em conjunto para determinar se o flavonóide em questão pode ser 
considerado antioxidante ou pró-oxidante. 
Portanto, os resultados apresentados nesse trabalho são específicos 
para esse sistema, ou seja, o comportamento desses flavonóides na oxidação 
da dGuo pelo 1O2 em solução aquosa. 
Quando foi feito o ensaio com a flavona, esta apresentou uma atividade 
antioxidante, diminuindo a formação dos produtos de oxidação da dGuo frente 
ao 1O2, sendo mais significativo nas maiores doses, já que nelas diminuem 
tanto a formação da 8-oxodGuo quanto da dSp e nas menores doses apenas a 
formação da dSp. Essas mesmas maiores doses foram utilizadas na oxidação 
do plasmídeo e o resultado foi semelhante, diminuindo a formação da forma 
CA, indicando o seu potencial antioxidante também nesse sistema. 
A apigenina não interfere na formação da 8-oxodGuo nas menores 
concentrações, mas apresenta um aumento significativo na formação desse 
produto nas concentrações de 100 e 200 µmol/L, apresentando portanto uma 
atividade pró-oxidante. Quando se trata da formação da dSp, a apigenina 
apresenta uma atividade antioxidante, diminuindo a formação desse produto 
em todas as doses testadas mesmo que independente da concentração. 
Os resultados da quercetina sugerem que ela apresenta uma atividade 
pró-oxidante quando se está medindo a formação da 8-oxodGuo, já que 
aumentou significativamente em relação ao controle sua formação em todas as 
doses testadas, tanto quando se está trabalhando com a dGuo livre ou no 
plasmídeo. Quando se trata da formação da dSp, a quercetina apresenta uma 
atividade antioxidante, diminuindo a formação desse produto em todas as 
doses testadas de maneira independente da concentração, sendo 
significativamente diferente do controle em quatro das seis doses testadas.  
Observando os resultados mostrados nas figuras 23 e 24, pode-se 
sugerir que a morina interfere no mecanismo da reação de oxidação da dGuo 
(FIGURA 29), pois dependendo da sua concentração ocorre o favorecimento 
de uma via em relação a outra, pois as menores doses diminui a formação da 
8-oxodGuo e não interfere na formação da dSp, as doses intermediárias não 
interferem na formação da 8-oxodGuo e aumentam a formação da dSp e nas 
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FIGURA 29 – ESQUEMA SIMPLIFICADO DA FORMAÇÃO DOS PRODUTOS DE 
OXIDAÇÃO DA DGUO PELO 1O2 
 
A catequina apresenta uma atividade pró-oxidante nas doses de 100 e 
200 µmol/L quando se está medindo a formação da 8-oxodGuo, já que 
aumentou significativamente em relação ao controle sua formação nessas 
doses. Quando se trata da formação da dSp, a catequina apresenta uma 
atividade antioxidante nas doses de 50, 100 e 200 µmol/L, diminuindo 
significativamente a formação desse produto nessas doses em relação ao 
controle. No tratamento do plasmídeo, a catequina apresentou uma atividade 
pró-oxidante em todas as doses testadas, aumentando significativamente a 
formação da forma CA, sugerindo o aumento de danos causados pela 
oxidação do mesmo. 
A célula é um sistema bem mais complexo que o sistema in vitro 
utilizado, entretanto, algumas considerações podem ser feitas: 
A 8-oxodGTP é formada no “pool” de nucleosídeos celulares a partir da 
oxidação da dGTP e é substrato para a DNA polimerase, os resultados 
encontrados na presença de apigenina, catequina e quercetina são essenciais 
para sugerir que esses flavonóides apresentam uma atividade potencialmente 
genotóxica, pois aumentando a formação desse composto na célula pode 
gerar mutagênese e carcinogênese (SUZUKI et al., 2007; SHIMIZU et al., 
2007).  
Como ainda não foi relatado na literatura se a base 
espiroiminodihidantoína formada pela oxidação da dGTP seria substrato para a 
dGuo 8 -oxodGuo 
dSp 
1O 2
1 O 2 
1 O2
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DNA polimerase, os resultados aqui apresentados podem seguir dois 
caminhos: 
(1) Se ela for substrato, a flavona apresenta uma atividade antioxidante 
importante já que diminui a sua formação significativamente. Assim 
como a quercetina, apigenina e catequina que apesar de aumentar a 
formação de 8-oxodGuo, diminuem a formação de dSp, que como já foi 
dito, é formada em maior quantidade e portanto determinante para dizer 
que a atividade antioxidante desses flavonóides é mais efetiva. 
(2) Se ela não for substrato, os efeitos obtidos com a quercetina, apigenina 
e catequina podem ser considerados pró-oxidantes, pois mesmo que 
diminuindo a formação desse produto, esses flavonóides aumentam a 
formação da 8-oxodGuo, que seria então substrato para a DNA 
polimerase. 
A relação entre a estrutura e a atividade antioxidante dos flavonóides foi 
considerada referente aos danos ao DNA causados por H2O2 (MIN e EBELER, 
2008). Os autores discutiram os resultados considerando: (1) grau de 
conjugação no anel C, (2) presença de uma hidroxila livre na posição 3 do anel 
C e (3) número e posição de hidroxilas no anel B do flavonóide. Comparando-
se a atividade da flavona luteolina com a quercetina, o grupo hidroxila na 
posição 3 parece influenciar fortemente na atividade antioxidante, 
possivelmente através de efeitos sobre planaridade, que está associada com o 
aumento da estabilidade do radical fenoxil do flavonóide que é formado (VAN 
ACKER et al., 1996). A hidroxila na posição 3 da quercetina permite a 
formação de um radical mais estável do flavonóide e resulta em uma maior 
atividade (MIN e EBELER, 2008). A quercetina que tem um grupo catecol no 
anel B mostrou maior atividade antioxidante frente aos danos ao DNA 
causados por H2O2 que miricetina e morina que têm diferentes números de 
grupos hidroxila em diferentes posições no anel B (MIN e EBELER, 2008). Os 
resultados foram consistentes com outros estudos que indicam que o grupo 
catecol está associado a uma forte atividade antioxidante (MELIDOU et al., 
2005; RICE-EVANS et al., 1996). Compostos galatos (com três hidroxilas 
conjugadas), tais como epigalocatequina gallato, podem mostrar um potencial 
antioxidante frente ao superóxido superior ao do catecol, mesmo quando a 
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estrutura galato está presente no anel A, como na baicaleína (FURUNO et al., 
2002).  
Esses dados não vão de acordo com o que observamos em nossos 
estudos. Aqui observamos que o flavonóide com maior atividade antioxidante é 
a flavona, que não apresenta nenhuma hidroxila na sua estrutura. E os outros 
flavonóides que apresentam esse grupo na sua estrutura exibiram um perfil 
pró-oxidante e a quercetina e a catequina que tem o grupo catecol presente no 
anel B foram os que apresentaram maior aumento na oxidação da dGuo livre e 
no plasmídeo. Isso pode ser devido ao fato de que o anel catecol pode se 
auto-oxidar e gerar espécies radicalares (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007), 
por isso os danos aumentaram quando se utilizou os flavonóides que 
apresentam esse grupo (catequina e quercetina). 
De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo, observamos 
que não ocorre uma dependência da concentração do flavonóide com o efeito 
observado. Isso também é observado em outros estudos, como por exemplo, 
na ação da quercetina e morina na formação da 8-oxodGuo em DNA na 
presença de H2O2 e Fe
2+ (MIN e EBELER 2008).  
Não podemos esquecer que no nosso trabalho o agente oxidante não é 
um radical livre, e sim uma espécie reativa não radicalar e por isso o flavonóide 
não reage da mesma maneira como em outros sistemas onde se utiliza 
radicais, como: O2
•- e HO•. 
Mesmo que os flavonóides sejam considerados fortes antioxidantes, 
vários estudos têm também indicado sua atividade pró-oxidante e a relação 
estrutura-atividade têm sido de interesse. Como resultado, a relação 
antioxidante/pró-oxidante dos flavonóides depende da concentração, o tempo 
de administração e potenciais redox. Dessa forma, torna-se importante a 
avaliação da sua ação em diferentes sistemas e condições bem controladas 




7 CONCLUSÕES  
A complexidade do tema antioxidante, somado ao diferentes métodos 
utilizados para avaliar o efeito de compostos com potencial antioxidante pode 
conduzir a interpretações equivocadas (HUANG, et al., 2005). Devido à falta de 
um ensaio padrão único, é difícil comparar os resultados relatados a partir de 
diferentes grupos de pesquisa, com conseqüências inclusive para a indústria 
de alimentos e cosméticos. 
Pelos dados obtidos nesse trabalho para o sistema estudado, ou seja, a 
oxidação da dGuo livre pelo 1O2 gerado pela decomposição química de 
endoperóxidos, é difícil estabelecer uma relação estrutura/atividade 
antioxidante dos flavonóides.  
 O único flavonóide que apresentou uma atividade antioxidante 
satisfatória, ou seja, diminuiu a formação de ambos os produtos de oxidação 
da dGuo, foi a flavona que não apresenta nenhuma hidroxila na sua estrutura. 
Já a apigenina que pertence a mesma subclasse da flavona, apresentou um 
aumento de quase 600% na formação da 8-oxodGuo, porém diminuiu a 
formação da dSp em todas as doses testadas. 
A quercetina e catequina apresentaram um perfil semelhante, 
aumentando a formação da 8-oxodGuo quando oxida tanto a dGuo livre, 
quanto o plasmídeo e diminuindo a formação da dSp na oxidação da dGuo 
livre. A diferença estrutural entre elas é a dupla C2,3 e a carbonila C4 do anel C 
tão evidenciada nos mais diferentes estudos. Sugerimos então, que no sistema 
aplicado nesse trabalho, essas características não foram decisivas no efeito 
antioxidante destes flavonóides. E a semelhança entre elas, as cinco hidroxilas 
nas mesmas posições de suas estruturas, inclusive o anel catecol em B, 
justifica a possibilidade de que, nesse sistema, esse anel sofra uma auto-
oxidação gerando mais espécies reativas que seriam as responsáveis pelo 
aumento do dano (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).  
Os resultados apresentados pela morina sugerem uma interferência no 
mecanismo de reação da oxidação da dGuo pelo 1O2 e análises adicionais são 
necessárias para a confirmação deste mecanismo. Uma possibilidade seriam 
estudos com marcação isotópica usando o endoperóxido DHPN18O2 
(MARTINEZ et al., 2000b) para acompanhar a incorporação do átomos de 
oxigênio nos produtos formados. 
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Finalmente, vale ressaltar a importância da estratégia experimental 
aplicado neste trabalho para avaliação do potencial antioxidante de um 
composto, pois como podemos perceber, certos flavonóides apresentam uma 
função antioxidante, como a quercetina e catequina, nos mais diversos 
sistemas quando se usa um radical livre como oxidante, mas em nosso caso, 
onde utilizamos uma espécie não-radicalar eles apresentaram um perfil pró-
oxidante. O mesmo acontecendo com a flavona, que não apresentava 
proteção frente a radicais, aqui se mostrou eficiente quando trabalhamos com 
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